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Objetivo

Revisar como los andlisis genéticos contribuyen al diagnostico, pronostico,
seguimiento y/o eleccion terapéutica de los neoplasmas hematoldgicos.



Programa

Introduccion

Genodmica de los neoplasmas mieloproliferativos
Leucemia Mieloide Crdnica

Neoplasmas mieloproliferativos cronicos clasicos
Policitemia Vera
Trombocitemia Esencial
Mielofibrosis idiopatica

Neoplasmas mieloproliferativos atipicos
Leucemia Neutrofilica Cronica
Leucemia Eosinofilica Crdnica
Neoplasmas mieloproliferativos no clasificables

Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda
Leucemia Promielocitica Aguda

Secuenciacion masiva
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Introduccion

» Los neoplasmas hematoldgicos constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que provienen
de la expansion clonal de células hematopoyéticas.

. Dependiendo del linaje celular involucrado, hablamos de neoplasias linfoides o mieloides.
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Introduccion

« El diagndstico de las neoplasias hematoldogicas ha cambiado sustancialmente en las ultimas
décadas, pasando de la evaluacion morfoldégica como unico criterio, a la integracion de los
hallazgos clinicos, morfolégicos, inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares, que son la base
de la clasificacidon de la Organizacion Mundial de |la Salud (OMS).

» Las enfermedades hematoldgicas histéricamente han estado a la vanguardia entre los distintos
tipos de cancer respecto al uso de analisis genéticos para el diagnostico, clasificacion, prondstico y
eleccion del tratamiento.

» La caracterizacion genética de estas patologias es vital al momento de la evaluacidn clinica y se
encuentra en constante evolucion debido a los avances de las tecnologias empleadas para los
analisis moleculares.
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

» La organizacion mundial de la salud, reconoce en su ultima revision, siete subtipos de neoplasmas
mieloproliferativos (NMP).
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Crdnica



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Crénica — LMC

Fue el primer tipo de cancer para el cual se encontré un marcador genético.

Surge de la translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22, dando como resultado el cromosoma
Philadelfia (Ph) y el gen de fusién BCR-ABL1, que desregula la actividad quinasa intracelular y permite el

desarrollo de la enfermedad.
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Crénica — LMC

Clinicamente se divide en tres fases. La primera, en |la que se encuentra la mayoria de los pacientes, es una
fase crdonica o estable, que puede resultar muy indolente y durar de tres a cinco anos. Si no hay

tratamiento, el paciente pasa a una segunda fase, la acelerada, que va seguida de una fase de crisis
blastica, invariablemente fatal; esta ultima es muy semejante a la leucemia aguda.

Estas fases se diferencian particularmente por el numero de células inmaduras que se pueden detectar en
sangre, siendo las dos ultimas dificiles de controlar con el tratamiento.
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Crénica — LMC

Representacion esquematica de las rutas moleculares activadas por BCR ABL

La fosforilacion de la tirosina Tyrl77 de BCR es
esencial para la leucemeogénesis mediada por
BCR ABL. El complejo BCR ABL/GRB2 recluta a
SOS y el complejo BCR ABL/GRB2/SOS activa
constitutivamente la via de senalizacion RAS,
activando las proteinas MEK1/2 y MAPK,
resultando en una proliferacion celular anormal.
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Créonica — LMC

Estudios moleculares
Diagndstico y seguimiento

El estudio cualitativo se realiza mediante RT-PCR y detecta la presencia del reordenamiento BCR-ABL1,
mientras que el estudio cuantitativo se realiza mediante gRT-PCR, permitiendo cuantificar los transcriptos
BCR-ABL1 respecto a un gen control (ABL).

Un resultado cualitativo detectable, o no detectable, carece de un valor predictivo en si mismo para el
monitoreo de la enfermedad; en cambio si son de gran valor predictivo una serie de ensayos cuantitativos
que evalluen la cinética del clearence del tumor (respuesta al tratamiento) o reaparicion del mismo
(recaida).



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos e

Leucemia Mieloide Créonica — LMC

Criterios de respuesta molecular

BCR-ABL/ABLI1 Red Log  Resp. Molecular Copias gen ABL*
<0.001% o indetectable = 5.0 log RM 5.0 >100.000

< 0.0032 o indetectable >4.5 log RM 4.5 = 32.000
<0.01 o indetectable > 4.0 log RM 4.0 = 10.000
0.1-0.01% >3.0 log RM Mayor

1-0.1% >2.0 log RM Menor

10— 1% > 1.0 log RM Minima

>10% < 1.0 log RM Nula

* En las Respuestas moleculares completas (RM*°, RM*’ y RM?Y) se debe tener en cuenta
el n°de copias del gen ABL para evitar falsos negativos.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Créonica — LMC

Resistencia al tratamiento

Primaria (intrinseca): incapacidad de alcanzar cualquier nivel de respuesta en evaluaciones sucesivas
desde el diagnostico.

Secundaria (adquirida): la pérdida de la respuesta después de haberla alcanzado durante el tratamiento
con inhibidores de tirosin quinasa, no atribuible a la suspension de los mismos.

En la mayoria de los casos la resistencia se debe a una reactivacion de la proteina BCR-ABL1 a expensas de
mutaciones puntuales en el dominio quinasa que impiden la accidon de sus inhibidores.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Mieloide Créonica — LMC

Resistencia al tratamiento

Resistente Pobre sensibilidad
Dasatinib T3151 Q252H. E255V. F317L
Nilotinib T3151 Y253H. E255 K/V. F355V
ot ’Ex4 Ex4-5 Ex5-6 Ex6 Ex6 Ex6-7 Ex7 Ex8-9 R
242255 3 373 3% 493 Bosutinib T3151 G250E. E255 K/V
Mbindng — SH2 o g Ctemind
Site __ contact lobe Ponatinib E255 V. H396R
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Genodmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Neoplasmas mieloproliferativos crénicos clasicos
Policitemia Vera
Trombocitemia Esencial
Mielofibrosis idiopatica



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Neoplasmas Mieloproliferativos Cronicos Clasicos BCR-ABL1 negativos (NMPCC)

Los NMPCC son un grupo heterogéneo de enfermedades clonales de las células madres hematopoyéticas,
caracterizadas por aumento de la proliferacion eritroide, mieloide y megacariocitica que provocan un
aumento de células maduras en sangre periférica.

Comprenden las siguientes patologias:

Policitemia Vera (PV)
Trombocitemia Esencial (TE)

Mielofibrosis Primaria (MFP)



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Mutaciones “driver”

JAK2
MPL
CARL

Mutaciones cooperadoras



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Mutaciones “driver” Estan implicadas directamente en el desarrollo del fenotipo mieloproliferativo.
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

JAK2 V617F

Implica el cambio de una valina por una fenilalanina en el codén 617 de JAK2. Es la alteracion molecular
mas frecuente en pacientes con NMPCC. Induce la activacion constitutiva de |la actividad quinasa de

JAK2 y de las vias de transduccién de la sefial intracelular. ® B ©
Inactive JAK2 Activated JAK2 Active JAK2

Inhibition of the JH1 Ligand occupiesthe  JH2 domain with the

domain kinase receptor, JAK2 V617 mutation does

acitivity by the JH2 conformation changes. pot inhibit the JH1

domain and JH2 no longer kinase activity
inhibits JH1



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Implicancia clinica JAK2 V617F

\

La presencia no permite discriminar entre los distintos NMPCC, requiriendose criterios diagnodsticos
clinicos, de laboratorio e histologicos para su clasificacion.

La ausencia no excluye el diagndstico de PV, TE ni MFP aunque en el caso de PV la negatividad es poco
probable.

<

No afecta |la sobrevida ni aumenta el riesgo de transformacion leucémica en PV ni en TE.

<

En TE su presencia se asocia con aumento de riesgo de trombosis arterial.

<

<

Se relaciona con edades mayores de presentacion, niveles mayores de hemoglobina, leucocitosis y menor
recuento plaquetario.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Exdon 12 de JAK2
Tiene una frecuencia del 4% en PV, representando entre el 60 y 80% de las PV JAK2V617 negativas, con lo
cual la ausencia de mutaciones en JAK2 en PV es excepcional.
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC
Implicancia clinica mutaciones exon 12 JAK2

» Se relaciona con mielopoyesis predominantemente eritroide, niveles de eritropoyetina sérica subnormales
y menor edad al diagnostico.

» En cuanto a prondstico ambos marcadores son similares.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Mutaciones en MPL

Entre el 1% - 4% de pacientes con TE y entre el 5% - 11% de pacientes con MFP, presentan mutaciones en el
exon 10 del receptor de trombopoyetina, MPL.

Las mutaciones mas frecuentes son sustituciones del codéon 515 (W515K/L), involucrado en el dominio

autoinhibitorio del receptor.
c-Mpl

\ Mpl K39N Baltimore

Mpl S505A

S Mpl W515L and W515K

JAK2
b(P



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Mutaciones en CALR
+ El gen de la calreticulina codifica una chaperona clave para el correcto plegado de proteinas y
glicoproteinas y homeostasis del calcio.

» Las mutaciones en el exdon 9 de este gen permiten la union anormal con el receptor MPL en el reticulo
endoplasmico, con la consecuente activacion constitutiva del mismo.

+ Se han detectado en un 25% - 30% de los pacientes con TE y MFP.

+ Enel 80% de los pacientes afectados se encuentran dos tipos de mutaciones:
tipo 1 (deleciones), dentro de las cuales la mas prevalente es la de 52 pb, p.L367fs*46
tipo 2 (inserciones), donde la mas frecuente es la insercién de 5 pb, TTGTC, p.K385fs*47



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC
CALR exon 9
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC
Implicancia clinica mutaciones exon 9 CALR
» La evolucion clinica de los pacientes con mutaciones en el exdn 9 del gen CALR es mas indolente que la de

los pacientes con mutaciones en JAK2.

+ En el caso de la TE, los pacientes con CALR mutado presentan respecto a los JAK2 mutados, cifras
superiores de plaquetas e inferiores de leucocitos y hemoglobina.

~ En el caso de MFP, los pacientes con CALR mutado tienen menor probabilidad de desarrollar anemia,
trombocitopenia, leucocitosis, y tienen menor requerimiento transfusional.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos
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Alteraciones moleculares de los NMPCC

Frecuencia de las mutaciones en JAK2, MPL y CALR

PV

B 97% JAKZVE1TF
| 1% JAKZexon 12
B 2% Unknown

ET

M 55% JAKZ2VBI1TF
W 5% MPL exon 10
B 25% CAlLRexon8
B 15% Triple negative

PMF

B 55% JAKZVB1TF
8% MPLexon 10
M 30% CALRexon$9
B 7% Triple negative
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC
Pacientes triple negativos

Los pacientes con ausencia de mutaciones en JAK2, MPL y CALR son los que presentan peor prondstico.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC
Mutaciones cooperadoras

» Las mutaciones cooperadoras se encuentran en reguladores:
. epigenéticos: TET2, IDH1/2, ASXL1, EZH2, DNMT3
. de la maquinaria de splicing del ARN: SRSF2, U2AF1, SF3B1
. transcripcionales: TP53, IKZF1, NF-E2, CUX1

» No son especificas de los NMPCC sino que también se encuentran en sindromes mielodisplasicos y
leucemias mieloides agudas.

» Estan involucradas en el proceso de transformacidn neoplasica y se asocian con progresion de la
enfermedad.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Alteraciones moleculares de los NMPCC

Algoritmo de estudio molecular

Sospecha Mieloproliferativo
3 \ BCR.ABL

.m\

POSITIVO NEGATIVO

. « A TE/MFP
PV/ TE/MFP PV 1;19;105 posibles
muy probable Pli able 1
JAK? exén 12 CALR exon 9
) )
(+) -) ¢ ¢
{ -J' (VBN IIN \IPL exon 10
PV PV poco
probable
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Genodmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Neoplasmas mieloproliferativos atipicos
Leucemia Neutrofilica Crénica
Leucemia Eosinofilica Cronica
Neoplasmas mieloproliferativos no clasificables



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

NMPs atipicos

+ Leucemia Neutrofilica Crénica (LNC)
v Leucemia Eosinofilica Crénica (LEC)
+~ Neoplasmas Mieloproliferativos no clasificables



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Neutrofilica Cronica — LNC

» La LNC es un subtipo raro de NMP que comparte ciertas caracteristicas con la LMC atipica. Se caracteriza
por leucocitosis e hipercelularidad en la médula 6sea (predominantemente granulocitos).

» Debido a la falta de marcadores moleculares diagndsticos o prondsticos, el diagnostico se hace por
exclusion de otras patologias. Aungue recientemente se han identificado mutaciones en el gen CSF3R que
podrian ser potencialmente marcadores de LNC.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Neutrofilica Cronica — LNC

CSF3R

» Las mutaciones recientemente identificadas en este gen se han definido como el evento genético comun en
los pacientes con LNC, siendo un marcador potencialmente util para el diagndstico y como blanco
terapéutico.

» Codifica para el receptor transmembrana del factor estimulador de los granulocitos, CSF3, el cual provee las
senales de proliferacion a los granulocitos y contribuye también con su diferenciaciéon y funcion.

» Se han descripto dos tipos de mutaciones, las que generan un corrimiento en el marco de lectura y en
consecuencia se produce una proteina que se trunca prematuramente en la cola citoplasmatica, y las
mutaciones puntuales en el dominio extracelular, donde la mas frecuente es la mutacion T618I.
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Leucemia Neutrofilica Cronica — LNC
CSF3R
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC) y neoplasmas mieloproliferativos cronicos no
clasificables

~ La LEC es una subcategoria dentro de los NMP en la cual la poblacion eosindfila es la principal
caracteristica. La presencia de marcadores clonales permite distinguirla de los sindromes
hipereosinofilicos idiopaticos.

» Los ultimos avances en biologia molecular han demostrado que gran parte de los cuadros que eran
interpretados como sindromes hipereosinofilicos idiopaticos, estarian asociados a mutaciones genéticas
qgue desregulan receptores con actividad tirosina quinasa. Los receptores involucrados son: receptores de
factores de crecimiento derivado de plaquetas, PDGFR alfa, PDGFR beta y el receptor 1 del factor de
crecimiento de fibroblastos, FGFR1. Estos avances han permitido comprender mejor la patogénesis de la
enfermedad y desarrollar nuevas modalidades terapeuticas como inhibidores de tirosina quinasa por
ejemplo.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC) y neoplasmas mieloproliferativos crdénicas no
clasificables

. Alteraciones genéticas en PDGFR alfa:

Detectables por estudios citogenéticos: translocacion entre el cromosoma 4y el 22, t(4;22)(q12;911), la
proteina quimérica contiene el extremo amino terminal del gen BCR y el dominio completo con
actividad tirosina quinasa del gen PDGFRA.

—a—i é »

4 der(d) deri22) 22




Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC) y neoplasmas mieloproliferativos crdénicas no
clasificables

-~ Alteraciones genéticas en PDGFR alfa: Interstitial deletion FIPILI-PDGRA fusion gene

No detectables por estudios citogenéticos: Deleted region
delecién de 800 kb que involucra al A
cromosoma 4 y resulta en la yuxtaposicion L | / P ———— e —
del extremo 3°del gen PDGFRA con el dq12 e ---- CHIC2 G /
extremo 5°del gen FIP1L1, dando como . PDGFRA

resultado el gen de fusién FIP1L1 — PDGFRA -

que codifica para una proteina tirosina D

guinasa constitutivamente activa. —

Chromosome 4
inop!
disorder
se \
o %

ype b

Constitufive active
tvrosine kinase
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Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos e

Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC) y neoplasmas mieloproliferativos crdénicas no
clasificables

» Alteraciones genéticas en FGFR1:

FGFR1 esta ubicado en el cromosoma 8 y su activacion constitutiva se produce por la formacion de proteinas
de fusidn a través de translocaciones con otros cromosomas.

NH2 COOH

breakpoint
Fig. 6 FGFR1 fusion protein



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC) y neoplasmas mieloproliferativos crdnicas no
clasificables

» Estudios recientes realizados mediante NGS permitieron demostrar marcadores clonales en pacientes que
de otro modo hubieran sido clasificados con hipereosinofilia idiopatica, demostrando el valor de los
estudios gendmicos en estos pacientes.

» A la fecha no hay marcadores para los NMP no clasificables pero es posible que las nuevas tecnologias de
secuenciacion masiva colaboren en un mejor entendimiento de estas patologias.



Gendmica de los neoplasmas mieloproliferativos

Conclusiones

« La revision 2016 de la OMS para la clasificacion de neoplasmas mieloproliferativos ha
incorporado el testeo de “mutaciones driver” como un componente esencial en el
algoritmo diagnostico.

« La presencia del marcador BCR-ABL1 define la LMC, pero tiene que excluirse en el caso de
NMP.

« En la actualidad el abordaje de estas patologias se hace mediante la combinacion de
técnicas citogenéticas y moleculares (FISH, RT PCR, g RT PCR, secuenciacion sanger y
NGS) y se espera que en el corto plazo sean reemplazadas por avances en el estudio
genomico de las mismas como la secuenciacion del RNA.
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Genodmica de las leucemias agudas



Gendmica de las leucemias agudas

Clasificacion de leucemias agudas segun la OMS

Acute myeloid leukemia (AML) and related neoplasms

AML with recurrent genetic abnormalities
AML with 1(8:21){q22;q22.1), RUNXT-RUNXTT1
AML with inv(16)(p13.1g22) or {{16;16)(p13.1;g22), CBFB-MYH 11
APL with PML-RARA
AML with t(9;11)(p21.3;g23.3); MLLT3-KMT2A
AML with 1(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214
AML with inv(3){g21.3q26.2) or 1{3;3)(g21.3;g26.2), GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastic) with £(1:22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Provisional entity: AML with BCR-ABL1
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA
Provisional entity: AML with mutated RUNX1

AML with myelodysplasia-related changes

Therapy-related myeloid neoplasms

BLOOD, 19 MAY 2016 - VOLUME 127, NUMBER 20

AML, NOS
AML with minimal differentiation
AML without maturafion
AML with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monoblastic/monocytic leukemia
Pure erythroid leukemia
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia
Acute panmyelosis with myelofibrosis
Myeloid sarcoma
Myeloid proliferations related to Down syndrome
Transient abnormal myelopoiesis (TAM)
Myeloid leukemia associated with Down syndrome

Acute leukemias of ambiguous lineage

Acute undifferentiated leukemia

Mixed phenotype acute leukemia (MPAL) with t(3;22)(g24.1;911.2); BCR-ABL1
MPAL with t(v;11923.3); KMT24 rearranged

MPAL, Bimyeloid, NOS

MFAL, Timyeloid, NOS

B-lymphoblastic leukemiaflymphoma

B-lymphoblastic leukemialymphoma, NOS

B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with recurrent genetic abnormalities
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with 1(9;22)(g34.1:911.2);BCR-ABL1
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with tiv;11g23.3);KMT2A rearranged
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with 1{(12;21)(p13.2;,g22.1); ETVE-RUNX1
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy

B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with hypodiploidy

B-lymphoblastic leukemiaflymphoma with 1(5;14)(g31.1,932.3) IL3-IGH
B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with 1{1;19)(g23;p13.3); TCF3-FPEX1
Provisional entity: B-lymphoblastic leukemia/ymphoma, BCR-ABL 1-like
Provisional entity: B-lymphoblastic leukemia/ymphoma with IAMFPZ21

T-lymphoblastic leukemia/lymphoma

Provisional entity; Early T-cell precursor ymphoblastic leukemia

Provisional entity: Natural killer {NK) cell lymphoblastic leukemiadymphoma
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Genomica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda — LMA

» Las LMAs resultan de la proliferacion clonal de células precursoras hematopoyéticas anormales con
diferentes grados de diferenciacion que infiltran la médula 6sea y en ocasiones, otros érganos y sistemas.

~ Respresentan entre el 15 y 20% de las leucemias agudas en nifos y adolescentes, y hasta el 80% en
adultos.



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda — LMA

Estudio citogenético — molecular

» El estudio citogenético convencional (bandeo G) es mandatorio en la evaluacién diagndstica permitiendo
su clasificacion y definiendo subgrupos de riesgo.

» Aproximadamente el 55% de los pacientes presentan alteraciones citogenéticas, y en nifios hasta el 80-
85%.



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda — LMA

Factores pronosticos

El cariotipo y determinadas alteraciones moleculares son los factores prondsticos mas importantes para
predecir la probabilidad de obtener una respuesta completa. Se definen tres grupos: favorable, intermedio
y adverso.

Grupo genético Subtipos

1(8:21)(q22:q22.1): RUNX1-RUNXITI
inv(16)(p13.1q22) o t(16:16)(p13.1:q22);CBFB-MYHI1
NPMI mutado in FLT3-ITD/FLT3-ITD BAJO

CEBPA mutacidn bialélica

Favorable

NMPI mutado y FLT3-ITD @

NPMI no mutado sin FLT3-ITD/FLT3-ITD bajo (sin alt. genéticas de riesgo adverso)
1(9:11)(p21.3:q23 .3); MLLT3-KMT2A

Alteraciones cifogenéticas no clasificadas como favorables o desfavorables.

inv(3)(q21.3q26.2):1(3:3)(q21.3:026.2);:GATA2, MECOM
1(6:9)(p23:q34.1): DEK-NUP214

t(v:11)(v:q23.3): KMT2A (MLL) reordenado
1(9:22)(q34.1:q11.2); BCR-ABL1

-5 o del(5q); -7: -17/alt(17p):

cariotipo complejo, cariotipo monosomal

NMP1 no mutado y FLT3-ITD @)

RUNXI mutado

ASXL mutado

TP53 mufado

Intermedio

Adverso




Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda — LMA

Factores prondsticos

En el grupo de pacientes con cariotipo normal, la identificaciéon de mutaciones en
los genes FLT3, NPM1 y CEBPA, predice |la respuesta a los tratamientos quimioterapeuticos de inducciony
consolidacion.

Immuno-

FLT3 es un receptor tirosina quinasa cuya activacién juega un rol globulinlike

oops
critico en la hematopoyesis normal y en el crecimiento celular. [iemambrane
Las mutaciones en FLT3 se encuentran entre las de mayor prevalencia

en LMA. La duplicacion interna en tandem (ITD) de la secuencia

Cell membrane

Juxtamembrane

Tandem

codificante del dominio yuxtamembrana y mutaciones sin sentido duplication R d2iain
. . s o o . . . / (insertion of " —Kinase 1

en el loop de activaciéon (TKD) del dominio tirosina quinasa, estan 3-400 bp)

asociadas con un alto riesgo de racaida y peor pronostico. Point —— I &

mutations at
D836

1836 C-terminus
Insertions

between

S840 and N841



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda — LMA

Factores prondsticos

La nucleofosmina (NPM1) es una proteina de localizacion nucleocitoplasmatica. Entre sus funciones se destacan
la prevencion de la agregacion proteica en el nucleolo y la regulacion del ensamblaje y transporte de particulas
pre-ribosomales a través de la membrana nuclear. Se ha demostrado que la presencia de mutaciones en el

gen NPM1 que conllevan a una localizacion citoplasmatica de la proteina, es caracteristica de un tipo de LMA
qgue responde bien a la quimioterapia de induccion. Es por ello que el analisis del estado mutacional de NPM 1

4 . V4 .
es util como factor prondstico. 2 o

Chromosome 5q33

Exons| 1 (2| 3 |4 |5/6/7/8] 9 |n 12
Normal sequence GTCTG GCAGT....... GGAGGAAGTCTCTTAA
Mutation A CTCTGTCTGGCAGT GGAGGAAGTCTCTTAA
Mutation B CICTGCATGGCAGT GGAGGAAGTCTCTTAA
Mutation C CTCTGCGTGGCAGT GGAGGAAGTCTCTTAA
Mutation D CTCTOGCCTGGCAGT GOAGGAAGTCTCTTAA
Mutation E CTCTG GCAGTCTCTTGCCCAAGTCTCTTAA
Mutation F CTCTG GCAGTCCCTGGAGAAAGTCTCTTAA

Fizure 1. Diazram of the NPMI gene mmtztions. Adapted from Gnsends et al!'*



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Mieloide Aguda — LMA

Factores prondsticos

CEBPA es un factor de transcripcion expresado exclusivamente en el linaje mielocitico. Se encuentra
implicado en la diferenciacion granulocitica y maduracion de neutrofilos.

Mutaciones descritas en el mismo, se asocian con un buen prondstico en pacientes con LMA.

Las mutaciones en el gen CEBPA asociadas a LMA pueden ser divididas en dos grupos,
* inserciones en la region bZIP que contiene los dominios de dimerizacion y de union al DNA,
* inserciones y deleciones en la porcion N-terminal de la proteina que afectan a los dominios reguladores,

TAD 1y TAD 2, resultando en una proteina acortada.



Programa

Genodmica de las leucemias agudas

Leucemia Promielocitica Aguda



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Promielocitica Aguda — LPA

La LPA es un subtipo de LMA caracterizada por la translocacion del gen PML en el
cromosoma 15 con el gen RAR en el cromosoma 17, generando una proteina de fusion
PML-RAR, y en consecuencia un bloqueo en la diferenciacion mieloide y una
acumulacion de promielocitos leucémicos. - =

t(15,17)(q22,q12) |
—

PIL q12 PHL

22 =5 —
q RARa

)

#15  #17
Chromosome



Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Promielocitica Aguda — LPA

Es una patologia muy agresiva por su evolucion hiperaguda potencialmente fatal que
constituye una neoplasia Unica en cuanto a que con tratamientos dirigidos suele curarse.

Representa una emergencia médica con alta mortalidad temprana por hemorragia.

Segun la clasificacion de la OMS se encuentra en el subgrupo de LMA con anormalidades
genéticas recurrentes y de riesgo bajo de recaida.



Gendmica de las leucemias agudas —

Leucemia Promielocitica Aguda — LPA




Gendmica de las leucemias agudas

Leucemia Promielocitica Aguda — LPA

Estudios citogenéticos y moleculares

La frecuencia de la translocacion t(15;17)(g22;921) que causa la fusién del gen RAR (receptor del acido retinoico) en el
cromosoma 17 y el gen PML (promyelocytic leukaemia) en el cromosoma 15, es superior al 98% en los pacientes con
LPA.

Esta alteracidon puede detectarse mediante un cariotipo, FISH o RT PCR.

Un 10% de los casos presenta formas cripticas que no pueden ser detectadas por estudios citogenéticos y deben
estudiarse mediante FISH o RT PCR.

La presencia de alteraciones citogenéticas adicionales a la t(15;17) no modifican el prondstico.

Existen otras variantes citogenéticas que se pueden detectar por estudios citogenéticos y FISH:
o t(11;17)(g23;921) genera el transcripto PLZF-RAR resistente a ATRA

o t(11;17)(q13;921) genera el transcripto NuUMA-RAR con respuesta variable al ATRA

o t(5;17)(g35;921) genera el transcripto NPM1-RAR con respuesta variable al ATRA
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Secuenciacion masiva



Secuenciacidon masiva en el diagndstico integrado de neoplasmas hematoloégicos

+ La cantidad de nuevos datos moleculares disponibles gracias al uso de las técnicas de
secuenciacion han transformado |a comprension de la fisiopatologia de las neoplasias
hematolodgicas, abriendo una puerta para la implementacion de nuevos marcadores a los
algoritmos actuales, transformando el diagndstico genético en gendmico.




Secuenciacidon masiva en el diagndstico integrado de neoplasmas hematoloégicos

+ En la actualidad existen paneles capaces de analizar simultaneamente regiones de 20 — 60 genes
seleccionados en base a la relevancia en |la patologia a estudiar, haciendo el proceso menos costoso
y reduciendo los tiempos de respuesta, ademas de permitir la deteccion de clones emergentes que
pueden colaborar en el seguimiento y prondstico de la enfermedad, como también detectar
cambios asociados a resistencia al tratamiento.

JAK2V617F , MPL W515? JAK2 ex13,15 SRSF2,
IDH2,
SH2B3,

iy / EZH2, TP53,

e 3.4.5.6,12 ASXL1 U2AF1, CBL Informe
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e
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Secuenciacion masiva en el diagnodstico integrado de neoplasmas hematoldgicos

— GENOMIC TESTING
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Secuenciacion masiva en el diagnodstico integrado de neoplasmas hematoldégicos

_CIBIC + INDEAR

Highlights

Using expert-defined content and proven next-generation sequencing (NGS) technology to * Expert-defined content

identify somatic mutations in hematologic malignancies.
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Secuenciacidon masiva en el diagndstico integrado de neoplasmas hematoloégicos

. En la actualidad, estamos atravesando un cambio de paradigma en el diagndstico
oncohematoldgico, con la incorporacion del concepto de medicina de precision o medicina
personalizada, en donde la terapia es individualizada en base a las caracteristicas genéticas vy
moleculares de los tumores.

» Hace tres décadas se vivid una situacion similar con la incorporacion del analisis citogenético.
Actualmente tanto el cariotipo como el FISH son esenciales para el diagndstico, clasificacion,
estratificacion pronostica y orientacion terapéutica en las neoplasias hematologicas.

» El nuevo reto es la incorporacion de la secuenciacion masiva al diagndstico integrado de estas
patologias.
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